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Reagenz und Verfahren zur Bindung von Polymeren und 
Mikroorganismen in wEssrigen LQsxingen 



5 Die Erflnd\ing betrifft ein Verfahren zur HerstelluBg einer Hatrix 
zum Zwecka der Isolatton,Praparation oder Elimination eines Analyts 
Oder eines. Kikroorganisnus aus einer wEssrigen LSsung. 
Die Erfindung betrifft femer ein Verfaliren und Reagenz zur 
Isolation von Blopolymeren Oder Klkrorganismen aus wSssrigen 

e FlUssigkeiten filr anal ytische, preparative oder kurative Zwecke 
gegebenfalls in extrakorporalen Perfustonssystemen . 

Stand der Forscliung 

5 

Isolatlonsverfahren zur Gewlnnung ,Relnigung .Analyse und Beseitigung 
von Biopolymeren oder Kikroorganisaen werden heute fiir biotechnologische 
Belange, in der biochemischen und aedizlnischen Forschung sowie 
zum Zwecke der Behandlung von • Arzneimitteltherapiereslstenten 
0 Krankbeiten eingesetzt^So gelingt es z.B.nit Hilfe von extrakorporalen 
Inununperfusionsverfabren pathogene Blopolynere aus menschlichem Plasma 
zu entfernen.Gegeniiber der Plasaapberesetechnik bietet dieses 
therapeutlscbe Prlnzip den Vorteil der selektiven Elimination 
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elnes Pathogens ohne den gleichzeltigen Verlust anderer flir einen 
lebenden K5rper essentieller Blopolymere. 

Um Isolatlonsverfahren ex vivo zn nedlzinlsch- tlierapeutlschen Zwecken 
nutzen zu k5nnen, mtissen folgende Voraussetzungen erfUIlt seln: 
l.Die Elimination eines Pathogens- sol Ite mcSglichst selektiv erfolgen. 

^ 2. Die Bindungskapazitat der einen Stoff elimlnierenden Matrix soUte 
optlBtalen praktischen Anforderungen geniigen* 
3* Die bindende Xatrix darf keine toxischen Virkungen zeitigen. 
4. Das Eliminatlonsverfahren darf keine physlologlschen Schutz- 
mechanisaen aktivieren,deren in Folge der Behandlung eingeleitete 

0 Reaktion gegebenenfalls unerwUnschte Virkungen ausl5sen. 

Diese Voraussetzungen stellen hohe Anforderungen an die Qualit^t 
des Hater iale, das mlt einer z.B.dea KiJrper vieder zurUckzufUhrenden 
KorperflUssigkeit zum Zwecke der Elimination eines Pathogens durch- 
mischt Oder durchstrttat wird. 

5 * Eine spezif ische Elimination kann durch eine Immunologische 
Reaktion ,d.h» durch eine hochafflne Bindung des zu elimlnie- 
renden Biopolymers als Antigen an einen fUr das Antigen spezifischen 
Antikdrper i gegebenenfalls unter Beteiligung eines Haptens, 
erfolgen.Einige in biologlschen FlUssigkeiten vorhandenen 
Biopolymere binden andererseits spezif isch an Polymere, 
die nlcht dem immunologischen System zugeordnet sind. Diese 
- Polymere kbnnen biologischer oder synthetischer Hatur seln. 
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Beispielsweise binden bestiiimte Proteine spezifisch an Lectine 
<US-PS 955 270 > oder an Polyanionen. In Gegenwart 
von mehrwertigen Kationen binden Biopolymere ,z.B. Lipoproteine 
Oder gaima-Globuline. bel pH-werten oberhalb ibres isoelektri- 

5 schen Punktes an sulfatierte Polysaccharide oder Polyphosphate. 
Am isoelektrlschen Punkt der Lipoproteine gelingt auch eine 
Ausfailung aus Plasma oder Serun durch diese Polyanionen ohne 
Zusatz von mehrwertigen Kationen (US-PS 4 125 993) .Sulfatierte 
Polysaccharide wurden daher auch. als spezif ische Heagentien zur 

^ Isolation von bestimmten Biopolymeren aus Korperf liissigkeiten ver- 
wendet . 

Die Techniken zur Trennung und selektiven Elimination einzelner Koapo- 
nenten wMssriger Biopolymermischungen sind vielfSltig (z.B.Prazipitation 
Agglutination, Adsorption etc.).FUr extrakorporale EliBinationssysteme 

"5 durch Adsorption an eine Festphase slnd verschiedene Material ien 

< z.B. Agarose, organische Polymerisate oder Kopolymerisate.iBit Polymer 
beschichtete Kieseigele gepriift worden (GB-PS 7936573; Stoff el »V. & 
& Deaantjh. .Proc.lfatl. Acad. Sci. USA 78,611-615, 1961 ; US-PS 4 103 865 ). 
FUr Trenn- Aind Extraktionszwecke in vitro slnd Festphasen auf der Basis 

0 von Silica zwar geeignet.da die mechanischen Eigenschaften von Silica 
im Gegensatz zu denen organlscher Festphasen bei Perfusionsverfahren 
2um Zwecke einer Adsorption eine hohe Durchflui3rate der aufzutrennen- 
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den PolymerLBsungen gewSlhrleisten (D-PS 3 225 603.5-35) ;wegeii der 
bekanntea Aktiviening des Gerinnungssy€tems,des ComplementsystenStSowie 
von Blutpiattchea durch Silanolgruppen ist diese Katrix jedoch ftir eine 
Anwendung in elnem extrakorporalen Perfusionssystem nicht verwendbar. 

5 Es hat nicht an Yersuchen gefehlt , durch kovalente Blndung eines anti- 
thronbogenen Agenz , insbesondere Heparin, an Silica die thrombogeni- 
t&t der Festphase zu beseitigen.Die bisherigen Erfolge waren jedoch 
insbesondere fUr die Belange der Adsorption eines Analyts an eine 
Matrix in einem extrakorporalen Perfusionssystem zu medi- 

C zinlsch-therapeutischen Zwecken unzureichend.Zwar sind verschiedene 
Verfahren der kovalenten Bindung von Heparin an organische Festphasen 
beschrieben worden»bei denen spezlfische Bindungselgenschaften des 
Mucopolysaccharids erhalten bleiben CHiura.Y. et al. Biomed. 
Materials Res. 14,619-630, 1^60; Ellsworth, J. L. et al. J. Lipid. Res. 23, 

5 653-659. 1982"!Ebert,C.D.& Kin.S.V. Jhromb.Res.26,43-57. 1982) ; diese Ver- 
fahren erwiesen sich Jedoch fiir eine kovalente Bindung von Heparin 
an Silica zur Herstellung einer Adsorber-Katrix fiir' ex vivo Perfusions- 
zwecke nicht anwendbar.Entweder gelang es nicht, die Thrombogenitat 
der Silicaphase zu beseitigen, Oder die Beladung der Silica-Festphase 

^ z.B. durch Kopplung von Heparin Bittels Bromcyan.Cyanurchlorid, 
I 

Voodward s Reagenz K,Carbodiimiden oder von aldehydderivatisiertem 
Heparin und dasit auch die spezifische Bindungskapazlt&t dieser 
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Heparin-Silicapliasen gegenilber Biopolymeren,die hochaffln an 
Heparin binden.war zu gering.Bei einigen Kopplungsverfaliren 
wurden spezlflsche Blndungselgenschaften von Heparin aufgehoben. 
So wurde belspielsweise ein Immunadsorbens mit Controlled Pore Glas 
' 5 fiir Iiimiunperfusions2wecke,ln dem Heparin mlt Antlgenen oder Antlkbrpern 
mlttels Carbodllmld an eln amlnopropylsilanisiertes Silica zm Zwecke 
der Blokompatlbilltat jedoch nicht zm Zwecke der Adsorption von Blo- 
polyffleren kovalent gebunden 1st ,entwickelt ( D-PS 25 32 883,0-35)* 
Typischer Veise blndet dlese Heparln-Silica Phase zwar Antithrombln III 
0 die spezifische Bindungsfahigkelt gegeniiber Thrombin oder Llpoprotelnen 
aus Flasna oder Senm ist jedoch aufgehoben . 



5 Zlel der Erflndung 

Zlel der Erf indung war die Entwlcklung eines Verfahrens zur Her- 
stellung einer Adsorbennatrix.die die Voraussetzungen zur Yerwendung 
in elneia extrakorporalen Perfusionssystem erfUllt und die die vor- 
tellhaften Bigenschaften von Silica mit den spezlfischen Bindungs- 

0 eigenschaften von Heparin verblndet , ohne dafi sich die nachteiligen 
Eigenschaften von Silica in der Verwendung ex vivo auswirken. Dieses 
Ansinnen beinhaltet verstMndlicher Veise auch die Sutzung dleser Matrix 
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filr Adsorptionsprozesse in vitro filr analytlsche oder preparative 
Belange.Ziel der Brfindung war ferner die Herstellung einer Adsorber- 
matrix zur Verwendung fUr die genannten Belange mit den vorteilhaften, 
jedoch ohne die fiir praktlsche Belange nachteiligen Eigenschaften 

-5 von Heparin. 

' BrfindungsgeoSfi vnirde festgestellt.daiS ein niclxttlirosibogenes, stabiles 
Adsorbens a\2S Heparin und Silica hergestellt werden kann.in dem bel 
einer bohen Bindungslcapazlt&t der Festpbase die spezifiscben Bindiongs- 
elgenscbaften von Heparin gegenttber Biopolyiiieren,insbesondere 

0 gegenllber Jenen des Gerinnungesystems und des Koaplementsystems, 

sowie Lipoproteinen aus Blut, Plasma oder Serum mit einer spezifiscben 
Dicbte <1,063 Kg/L erbalten sind.Die erfindungsgem&fie Syntbese der 
Matrix 1st dadurcb gekennzeicbnet,daS saures Kucopolyaaccbarid, 
z.B. Heparin, an ein amino- und/oder Carboxylgruppen baltiges mono-, 

6 oligo-, Oder polymeres Xolel[111,das wi'ederum an Silica kovalent gebun- 
den ist.in einer Veise gekoppelt wird.daB die spezifiscben Elgen- 
scbaften z.B. gegentiber Tbrojnbin,Antitbroabin III oder - in Gegenwart 
erbobter Konzentrationen freier mebrwertiger Metallkationen -Lipoproteinen 
mit einer spezifiscben Dicbte <1,063 Kg/l erbalten bleiben.Bemerkens- 

0 wert ist femer.dafl die Form, Part ikelgrSBe und Porositat der erfindungs- 
gemSfl mit Heparin bescbicbteten Sllicafestpbase zwar die spezifiscbe 
Bindungskapazitfit bestimmt, Jedocb sicb nicbt auf die Aktivierung des 
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GerinaungsystemSides Conplementsystems oder der Tbrombozyten in Blut 
auswirkt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erflndung let die Herstellung und Verwen- 
dung einer Adsorptionsmatrix.dle selektiv Low Density Lipoproteins 

«5 aus Blut, Plasma oder Serum obne Zusatz von nehrwertigen Kationen bindet. 
Bach den bisherigen Vorstellungen erfolgt die Bindung von lipoproteinen 
an Polyanionen tiber stark saure Residuen.d.h.Uber Sulfatgruppen 
Oder liber Phospliatgnippen .Die Bindung komt in Gegenwart 
von Hapterien.z.B.aehrwertigen Ketallkationen,deren Konzen- 

^ trationen deutlich Uber den natiirlicherwelse in Kbrperfllissigkeiten 
vorhandenden Konzentrationen an freien.d.h.ungebundenen, Kationen 
llegen .zustande.Oberraschender Veise wurde festgestellt.dafl 
Lipoproteine,insbesondere die Arteriosklerose fbrdernde Sermnllpoproteine, 
(d.h.Low Density Lipoprotelne.LDL, mlt einer spez.Dichte 1,006-1,063 Kg/L) 

5 in Gegenwart aehrwertlger Metallkationen.deren freie Konzentrationen ge- 
rlnger oder gleich den freien Kationenkonzentrationen in KSrperfltJssig- 
keiten sind>bei etnen pH oberhalb ihres isoelektrischen Punktes 
an sckwachsaure Polyanionen, z.B.Polycarboxy late gebunden werden. 
Diese liberraschende Beobachtung fUhrte erfindungsgemSliS 

0 zu der Synthese einer Katrix ,die sich filr die Elimination 

von SeruBlipoproteinen in vitro oder ex vivo aus Plasma oder Blut 
hervorragend geeignet, 
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GegenUber dem Eltminationsverfahren mit Hilfe einer Reparin-SiUca Katrlx 
zeicbnet sich die Polykarbons&ure-Matrix,insbesondere die Poly- 
akrylat-, Polymethalcrylat- oder Polyaaleiaat-Hatrix oder Katrices 
nit Kopolymerisateu der genannten Sauren dadiircli aus ,da6 die 
Z Adsorption von Senmllpoproteinen smq Blut , Plasma oder Serum bei einem 
pH 5,0 bis 9,5 ohne Erhbhuny der Konzentrationen der aehrwertigen Hetail- 
Kationen in dnr KSrperflUssigkeit erfolgt. 

GegenUber einem Inmunperfusionsverfahren mit an eine Festphase ge- 
koppelten Antikerpern zeichnet sich das erfindungsgemMlSe Verfahren 
9 mit einem Heparin-Silica Adsorbens bzw.mit einem Polycarbonsaure- 

Adsorbens dwcb eine preiswerte Eerstellung jdurcb die hohe StabilitHt 
und LagerfMbigfceit.durcli die KiJglichkeit der Sterilisation sowie 
durcb eine feblende AntigenitSt aus. 

Beispiel 1 

Kopplung von Heparin an Silica 

15 g Kieselgel werden in 100 ml einer gamma-*01ycidoxypropyltrialkyl*' 
oxysilanlbsung erwarmt.Altemativ Mnnen auch andere Epoxydgruppen- 
0 haltige Silylverbindungen verwendet werden. Anschlieflend wird das 
silanisierte Silica gewaschen und getrocknet . Das getrocknete Epoxy* 
propyls ilanisierte Silica wird mit einer w^ssrigen oder alkoholi- 
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schen LSsung einer alpha*, beta-, oder gamma- Aalnokarbonsfiure , z . B Lysin 
Oder Cystein.-alternatlv kbnnen auch Oligopeptide oder Polymere von 
Vinylamin oder Xthylenlmin oder deren Kopolymerisate mit AkrylsSiure 
Maleinsaure.Hethakrylsaure oder deren Hitrile oder Amide verwendet warden- 

5 Uber mehrere Stunden erwSrmt,gewaschen und getrocknet. 

Das Aminokarbonsaure'-oxypropylsilanisierte Silica wird miV einem 
Karbaminsaureester , 2 . B . If-Ethoxycarbonyl-2-Ethoxy-l . 2-Dihydro-Cbinol in , 
(Fa. SEKVA, Heidelberg). aktivierten Heparin (500 mg ) 
iimgesetzt und anschlieiSend gewaschen.Pie kovalent gebundene 

0 Menge von Heparin betrSgt in Abhfilngigkeit der fiir die Umsetzung 
angebotenen Silica OberflUcke 2 bis 100 mg /ccm Festphase. 
' Alternativ kann Silica auch mlt eine Kerkaptogruppe enthaltenden 
Silan,2.B.Xerkaptopropyltrialkyloxysilan ,silanl8iert werden. 10 g 
des merkaptopropylsilanisierten Silica werden mit einer 10%igen 

5 Losung von Oxypropyldiglycidflther in . Tetrahydrof uran (100 ml) bei 

2immertemperatur verrUhrt.Hach 12 Std.wird die Festphase grlindlich mit 
Tetrahydrofnran und anschliefiend mit Xther gewaschen.Die weitere Syn- 
these erfolgt wle zuvor beschrieben. 
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Beispiel 2 

Selektlve Extraktlon vou Low Density Lipoprotelnen aus Humaaplaeoa 
mit eiaer Heparin-Slllca Katrix 

Hi lie SSlule alt elnem Volisnen von 10 ccn wird nit einem nach Beispiel 1 
hergestelltea Heparin-Silica (KorngrtJfie 100 Micrometer, Poreiigr*6i3e 
1000 Nanometer) gepackt.50 ml eiaes heparinisierten Humanplasma 



wird mlt Ca lonen zur Rerstellung elner 20-50 millimolaren Wsung 
versetzt. Das Plasma wird durcli die SSule nit elner FluiSrate von 2ml/mln 
passiert.Die VerKndeningen der Konzentrationen einzelner Plasmakonpo- 
nenten sind in der Tabelle aufgefiihrtt 

Choi Tg HDL ApoB ApoA AT III Fib Plasm IgG a-2-n 
vor 168 98 35 93 204 11,5 286 29 1132 128 
nach 63 30 32 0 204 1,6 286 29 1146 121 



++ 



vor: Plasma vor Perfusion 
nach: Plasma nach Perfusion 
Choi :Serum-Cholesterin (mg/dl ) 
Tg: Serum--Triglycerid Cmg/dl) 
HDL: HDL-Cholesterin Cmg/dl) 
ApoB : Serum-Apo 1 ipcprotein B (mg/dl ) 
ApoA t Serum- Apol ipoprotein A Cmg/dl ) 



IgG: Immunglobulin G (mg/dl) 
a-2-m : alpha-2-Hakroglobul in 



AT in :Antlthrombtn III (U/ml) 
Fib : Fibrinogen Cmg/dl) 



Plasm: Plasminogen Cmg/dl-) 



(mg/dl) 



Der Vergleich der Konzentrationen vor und nach Perfusion zelgt deutlich 
den Effekt der Elimination der Apollpoproteln B haltigen Lipoproteine, 
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die bekanntlich eine spe2iflsclie Dichte <1,063 Kg/L haben,und des 
Anti thrombin Ill,wahrend die Konzentrationen der anderen Parameter 
unver^ndert slnd. 

•5 

Beisplel 3 

Blokoapatibllitatspriifung der Heparin-Silica Katrix 

++ 

2,5 Liter Plasma eines Schafes, nit Ca lonen versetzt (Endionzentra- 
tion 50 millinolar) und mit Heparin stabilisert,werden in einem extra- 

1^ korporalen System durck eine S^ule von 2^0 ccm Inhalt. ,die mit elner 
nach Belspiel 1 hergestellten Adsorbermatrix gepackt ist,ex vivo mit 
einer Flu/Srate von 20 bis 25 ol/min perfundiert,ansciiliei3end zur Re- 
duktion des Calcium auf pbysiologlsche Konzentrationen dialysiert. 
Nach Viedervereinigung mit den ziivor durch Zentrifugation abgetrenn- 

5 ten Blutzellen wird das rekonstituierte Blut dem Schaf wieder rein- 
fnndiert.Das Tier toleriert die Behandiung ohne Zeichen unerwiinsch- 
ter NebenHirktingen.Dle Verandeningen einzelner Plasma-Bestandteile 
Bind in der Tabelle auf gef Uhrt . (Die AbkUrzungen entsprechen denen fUr 
in Beisplel 2 aufgefiUirte Parameter) 

;0 

ChGl(mg/dl) Tg(ng/dl) AT IIKU/mD 



41 
16 



20.9 
21,2 
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Beispiel 4 

Adsorption von Biopolynerea an die Heparin-Silica Matrix unter Erhal- 
tiing spezifischer Kerloaale 

Auf elne mit einer nach Beispiel 1 hergestellten Matrix gefilllten 
5 Saule mit einem Volmen von 5 ccm wird 1 ml eines mit 5000 enzyma- 
tlschen Elnheiten Thrombin angereichertes Humansenna aufgegeben. 
Danach wlrd die S&ule mit 20 ml einer 0»15 molaren HaCl-Usuns 
gespUlt. Zur PrtSfung der Enzymaktivitat wird dem Kochsalz-Eltiat 
eine Fibrinogen! 5sung CBndkonzentration 250 mg/dl) zugesetzt. 
0 £s bildet sich kein Fibringerinnsel.Das Cerinnsel ist Jedooh sofort 
in einem Eluat einer Fibrinogen! bsung, die durcb die mit 0,15 molarer 
KaCl Lbsung gesplilten SSiule perfundiert wird»nachweisbar. 

I 

Beispiel 5 

Herstellung einer Polyacrylat-Silica Adsorbermatrix 
Ein nacb Beispiel 1 hergestelltes Amino- und/oder Car boxy Ignippen 
haltiges Silica (15 g) wird mit einer Usung gem^ Beispiel 1 aktivierter 
0 Polyakrylsaure (0,5 g, Kolekulargew,' 250000) umgesetzt und gewaschen. 
Alternativ kiinnen auch andere Karbonsauren.z.B. PolymetliakrylsKure, 
Polymaleins&ure Oder Kopolymerisate der genannten monomeren S&uren mit 
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Xthylen oder Vinyl-, Allyl-,oder AkrylderivateB<z.B.Akrylnitrll,AkrylaiDid) 
verwendet werden.In den Kopolymerisaten sollte der Anteil der monomeren 
Saure niclit unter 30 Hoi Prozent betragea.Alternativ klinneii ferner reak- 
tionsfahige Deri vat e der genannten Polymere bzw.Kopolyaere (SSure- 

5 halogenide,Saiireanhydride oder Mischanhydride mit niedenaolekularen 
Sauren z.B, Ameisens^ure.BssigsSure oder PropionsSiure) sowte Poly- 
zuckersfiuren biologischer,synthetischer oder halbsynthetischer Herkunft 
<z.B,Polygalactiironsaure,Polyglucuroiisaure oder deren reaktionsfShige 
und in die freie PolysKure UberfUhrbare Derivate) umgesetzt werden.Das 

^ Molekulargewicht der Polysfiluren ist fUr die. kovalente Bindung unwesent 
Uch.Zur Herstellung einer z.B. Lipoprotein adsorbierenden Matrix 
sollte die KolekUllfinge der Polysaure nicbt kUrzer als 100 m sein, 
Fiir andere Belange ,z,B. fUr die Adsorption von Thrombin, eignen sich auch 
Polysauren von kiirzerer Unge. Die Prtifung einer 

6 kovalenten Bindung der Polykarbonsilure an die Festphase erfolgt 
nach eingebender SpUlung der Matrix mit einer bocbkonzentrierten 
SalzlSsung und ggfs.nach einer Hydrolyse von chemisch noch reaktions- 
fShigen Gruppen je nach Art der gekoppelten PolykarbonsSure mit bekannten 
cbeaiscben ,pbysiko-cbemiscben und/oder biochemischen Hachweismetho- 

0 den. Die kovalent gebundene Menge der. Karbons^ure betrSigt Je nach Gr8/3e 
des Polymers und Je nach GrSfle der fUr die Umsetzung zur Verfligung 
stehenden Silicaoberf ISche 0,5 bis 500 mg/ccm Festphase. 
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Belspiel 6 

Herstellung eiaer Heparin-PolykarbonsSure Silica Hatrix 
15»5g einer nach Beispiel 6 hergestellten Matrix werdeti ait einer 
20%igen Liisung von Essigsaureanliydrid in Tetrahydrofuran 1^0 ml 

0 

4 Std. auf 50 C erwarmt . Anschlieflend wird die Festphase mit Tetrahydro- 
furan und Ith&r grUndlicli gewaschen und in eine 10%ige Lysinlbsung 
eingetragen.Die weitere Synthese erfolgt gemifl Beispiel 1. 
Der Kachweis der Binding von Heparin erfolgt gemfifi Beispiel 4. 



Beispiel 7 

Adsorption von Low Density Lipoproteinen an PolykarbonsSure-Silika 
Die Versuchsdurcbftihnmg erfolgt wie in Beispiel 2 beschrieben unter 
Verwendung einer nacli Beispiel 5 bergestellten Xatrix jedoch ohne Zusatz 
von Calcium zu der Losung.Die Verinderungen der Konzentrationen einzelner 
Flasmakonppnenten sind in der folgenden Tabelle aufgefUbrt.CDie Kenn* 
zeichnung der Komponenten entspricht den Angaben in der tabelle des 
Beispiel 2.) 

Cbol Tg HDL-Chol ApoB AT HI Fib Ca 
Plasma vor Perfusion 184 117 38 92 10,7 200 1,96 
Plasma nach Perfusion 75 94 34 2 9,4 160 1,88 
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Die Elimination von Low Density Llpoproteinen ist aus der nahezu voll- 
standigen Elimination von Apo lipoprotein B.das ausschlie/Slich in Low 
Density Llpoproteinen <d.h. Llpoproteinen ait einer Dlcbte 1,006-1,063 
Kg/L gebnnden ist) und der nur geringftigig venninderten Trlgly- 
'5 ceridkonzentrationen.die. bekanntlich Uberwiegend in den Very Low Den- 
sity Llpoproteinen ait einer spez.Dichte < 1,006 Kg/L gebunden sind, 
ersichtllcb. 



0 Belspiel 8 

Biokompatibilitatsprlifung der Polykarbonsauresilica Katrix 

Die gesiH^ Belspiel. 5 bzw.6 bergestellte Matrix wlrd in einem 

eKtrakorporalen Perfusionssystem g&aSS Belspiel 3 an el nest Schaf 

++ 

jedocb nach Zusatz von Citrat,aber ohne Erlibhung der Ca Konzentratlonen 
6 geprilft.Das Tier ertrSgt die Reinfusion des ohne zusatzliche Dialyse 
behandelten Plasma nacb Hekombinatloh alt den Blutzellen ohne 
typlscbe Zelcben einer Xreislaufdysregulation, einer Tbrombosierung 
Oder Kompleaentaktivierung. 
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Beispiel 9 

Herstellung einer organisclieii .Festpbase mlt einer kovalent gebundenen 
Oligo- Oder Polykarbonsfture zua Zwecke der selektiven Adsorptloa von 
Biopolymeren 

>5 lOg eiaer organischen Festphasa.z.B. eines Pfropfpolymerisats aus 
Polyvinylalkohol und Polypropylea ( HOSTAPULP,Hoechst-AG) 
werden Bit 10 g von Ozypropyldiglycld&ther in 100 ml Dioxan gelQst 
unter Zusatz eines Lewls-Katalysators bel Ziimertenperatur ungesetzt. 
Alternativ kdnnen axioix andere organische Hatrices,z.B.Sepharose, 

^ Polyakrylaaid etc.),8owie andere Diglycidverbindungen als Kopplungsre- 
agentien-mngesetzt werden. AnschX Legend wlrd eln Amino- und/oder 
Carbaxylgmppen haltiges Kono-,01igo-,oder Polymer <10g> 
gemaB Beispiel 1 an die Festphase gekoppelt . Die kovalente Ver- 
knUpfung mit einer Polykarbonsaure.z.B.Polyakrylsaure, bzw.deren 

^ reaktionsfShige Derlvate oder ait Heparin erfolgt geo^ Beispiel 5 
bzw. Beispiel 1. Alternativ kann an eine amino- oder merkaptoderivati- 
sierte organische Festphase (z.B.Fraktogel,Kerck GmbH) die Poly- 
karbons&ure gem^ Beispiel 1 bzw* Beispiel 5 kovalent gebunden werden. - 
Die Adsorptionseigenschaften und Biokompatibilit&tseigenschaften der 
Matrices entsprechen den Beispiel 7 bzw. Beispiel 2 beschriebenen. 
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Beispiel 10 

Quantitative Bestinmung von Low Density Lipoprotein Cbolesterin 
50 ml eines Huaanserums werden durch eine nit einer geniSfl Beispiel 9 
hergestellten Adsorbennatrix gefUllten SSLule mit einem SSulenvolumen 
•5 von 10 ccffl perfundiert.Die SSule wird anschlieflend nit 10 ml einer 
1 molaren KaCl Lfisung gewascben.Dle Lipidkonzentrationen werden iai 
nativen Senan.Iia Durchlauf und in,dem Eluat ziar Berechnung der adsor- 
bierten Lipidaengen bestimmt.Zum Vergleich werden die CholesteriiuBen- 
gen in den einzelnen Lipoproteinfraktion z.B. nach Friedewald enalttelt. 



Hativserum 



Durchlauf 



Differenz 



Serun-Triglycerid 
<mg) 



66,5 



46,9 



21,6 



Sermn-Cholesterin 
(jng) 



93,4 



27,6 



65,8 



h HDL-Cholesterin 
(mg) 



13,8 



13,8 



0 



LDL-Cholesterin 
(mg) 



65.7 



0 



Aus den Daten in der 
Cholesterinmenge der 
nenge entspricht. 



Tabelle wird ersiclitlich,dafl die adsorbierte 
nach Friedewald ermittelten LDL-Cholesterin 
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Beisplel 11 

Adsorption von Klkroorganismen an eine Polylwa^bonsaure Festphase 
1 3b1 einer wSssrigen Suspension von einem Escherichia coli h&nolyticTas 
Stamm (0,1 Hillion Keime/ 10 Kikroliter) wurde einer mit einer genaB 
5 Beispiel 9 hergestellten Katrix geflillten Saule nit einem Volumen 
von 10 cca aufgetragen^Alternativ wirde ein Versuch mit einer SSule, 
die eine gemSC Beispiel 6 hergestellte Katrix entliielt»ausgeflihrt. 
la Eluat der SSnlen konnten kelne Keime nachgewiesen werden. 

0 

Die Saulen wurden bei 37 C Uber nehrere Tage inlcubiert.Die tagliche 
d Prtlfung von Stoffwecbselprodukten bestSltigte die Alcttvitat der 
Kikroorganisnen Uber einen Zeitraim von oindestens 7 Tagen. 



wo 89/02449 



19 



PCT/EP87/00536 



PATE5TASSPR0CHE 



1. Verfahren zmt Herstellung elnes Reagenz zur Isolation ei^es Poly- , 
mers oder Hlkroorganismus aus einer wSssrigen Lbsung in vitro und/cder 
ex vivo dadurch gekennzeichnat.dafl das Reagenz- aus einer Festphase, 
besteht.an die eine Polyicarbonsayre oder ein Derivat einer Polykarbon- 
saure, das in die freie Sfiurefonn tiberfliiirt werden Icann.Uber ein 
Amino- und/cder Carboxylgruppenhaltiges Kono-,01igo- oder Polymer 
kovalent gebunden wird* 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet^dafl die Aminokar- 
bonsSure elne Diaainokarbonsaure.Kerkaptoanlnokarbonsaure oder Dicar- 
bonsSure.das Oligo- oder Polymer ein Polymerisat oder Kopolymerisat 
aus Honomeren der allgemeinen Sumenfoniiel 



1 



2 




4 



2 



wobei R und R 



■ = -H,-Cfi ,-CH -CH 
3 2 3 



H,-COOH, -COO- 



. 1/2 



I 



3 



4 



•H,-C0OH,-COO' 



K ,-CH 0H.-C5,-HH rCOHH ,-0-R 
1/2 2 2 2 



wobei r':-H>-CK .-CH^CH r^cetyl 
3 2 3 
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tst Oder aus dea Honomeren GalacturonsSlure,Gluci2ron6a)3re,Xthyleiiimln 
Galactosattiii,Glucosamin oder Hischungen derselben besteht, 

3. Verfahren nach iaspruch 1-2 dadurci gekenii2elchnet,da0 die Polykarbon- 
sftTire bioiogischer,halbsynthetischer oder synthetischer Eerkuaft 

und linear oder verzweigt 1st. 

4. Verfahreu nacb Anspruch 1-3 dadurch gekennzelcliiiet,dafi die LSnge der 
PolykarbonsSLure 10 bis 500 OOO Hanometer betrfigt. 

5. Verfahren nach Anspnich 1-4 dadurch gekeniizeicheat,da6 die Polykarboa- 
saure eia karboxylgnippenbaltiges Kukopolysaccharid und/oder 

eln Polymer oder Kopolyaer aus Akrylsaure. Ketbakrylsiure uad/oder 
Haleinsaure mit einen nldttioaischea Ullyl- ,Akryl- oder Vinylmoaoaer- 
derivat ist.wobei der der Koaomerenaateil der SSiure mindestens 
30 Kol Prozent betrftgt. 

e. Verfahrea aach Aaspruch 1-5 dadurch gekeaazeicliaet,dafl die kovaleat 
zu biadeade Polykarbonsaure durch elnea Karbaaias&ureester aktiviert 
Oder in Form Ihres HalogeaidSjihres Anhydrids oder Kiscbanhydrids 
mit nledermolekularen SSuren oder ihres Hethyl-,Xthyl- oder Propyl- 
esters umgesstzt wird. 

7. Verfahrea nach Aaspruch 6 dadurch gekeaazeichnet.dafi der Karbamla- 
sSureester 1-Eth02cy -K-Ethoxycarbonyl-Dihydrochinolin ist. 



wo 89/02449 



2f 



PCr/EP87/00536 



8. Verfahren nach Anspruch 1 dadurcli gekennzeichnet,dafl die Festphase 
Silica Oder eine organische Festphase ist. 

9. Hea^enz zum Zwecke der Isolation eines Polymers oder eines Klkro- 
organismus aus einer wSlssrigen Lbsung in vitro oder ex vivo 
dadurch gekennzelchnet,daB es aus einer Festphase bestehf»an die liber 
ein Aaino- Tjnd/oder Karboxylgnippen enthaltendes mono-,oligo- oder 
polymeres HolekUl elne Polykarbonsaure biologlscher,halbsynthetischer 
Oder synthetischer Herkunft kovalent gebunden ist. 

10. Reagenz. nach Anspruch 9 dadurch gekennzeichnet , dafl die Polykarbon^ 
sfiure ein Kucopolysaccharid und/oder ein PoljTnerisat oder 
KopolyiEerisat aus AkrylsSure, Kethakrylsaure und/oder KaleinsSure 
und elnea nichtionischen Allyl-,Akryl-,oder Vinyiaonoaerderivat 
i&t,wobei der Monomeranteil der SSure mindestens 30 Kol Prozent 
betr&gt. 

n.Seagenz gesSfi Anspruch 9-10 dadurch gekennzeichnet.dafi die Festphase 
Silica Oder eine organische Phase ist. 

12.Verfahren zur Elimination von Biopolymeren Oder Mikroorganismen aus 
einer wfissrlgen Losung dadurch gekenazelchnet,das die Elimination 
durch Adsorption an eine Matrix erfolgt.die aus Silica oder elne 
und/oder organischen Festphase besteht ,an die eine Polykarbonssaure 
Uber eine Aminokarbonsaure kovalent' gebunden ist. 
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13,Verfahren nach Anspnich 12 dadarcli gekennzelchnet.das die Elimina- 
tion eiaes Biopolyaers aus einer K5rperflUssigkeit in vitro und/oder 
ex vivo in einem extrakorporalen Perfusionssystem erfolgt. 

U.Verfahren nacii Anspruch 11 -13 dadurch gekennseiclinet.daS nit Hilfe 
eines Reagenz geis^ Anspmch © - 11 Senanlipoproteine und'/oder 
Biopohnnere»die am plasoatisclien Gerinnungssystem mitwirken, 
aus Orperfliissigkeiten in einem extrakorporalen Perfusicnssystem 
eliminlert werden. 

iS.Verfahren 2ur BestiMung der Konzentration eines Analyts in einer 
w&ssrigen Ltisung dadnrcli gekenn2eichnet»dai3 die Kcn2entration des 
Analyts oder eines seiner Bestandteile dlrekt Oder aus der Dlfferens 
dcr Konsentratlon des Analyts Oder eines seiner Bestandteile vor und 
nach der Elimination des Analyts aus der LUsnng .mit Hilfe eines 
Reagens gemai3 Ansprnch 9 • 11 ermittelt wlrd. 

I'i.Vtriahren nach Anspruch 15 dadnrch gekennseiclinet,dafl der zu be- 
et iCEende Analyt Low Density Lipoprotein aus BlutjPlaaaa oder 
Serus oder ein Bestandtell desselben 1st. 
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